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RESUMEN

Introduccién. El papel de la biopsia del gan-
glio centinela realizada después de quimioterapia
neoadyuvante es controvertido. El objetivo del
presente estudio es analizar el valor del ganglio
centinela en los tumores de mama avanzados
que han recibido neoadyuvancia y estudiarlos con
técnicas de hematoxilina y eosina, inmunohisto-
quimica y molecular de reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR). Material y métodos. Un
total de 33 pacientes fueron incluidas en el estudio;
estas enfermas recibieron neoadyuvancia y se les
realizé la técnica del ganglio centinela. Una vez
extraido el ganglio, éste era enviado a anatomia

patoldgica, donde era evaluado y posteriormente
se fragmentaba, utilizando entre un 25% y 50% del
ganglio para el estudio en el laboratorio de biologia
molecular. Resultados. Los ganglios centinelas se
estudiaron con las técnicas de hematoxilina y eosina,
inmunohistoquimica y la molecular, encontrando un
incremento de la sensibilidad con la ultima técnica,
la del RT-PCR. Los ganglios centinelas fueron ne-
gativos en un 45.1% y las linfadenectomias fueron
negativas en un 61.3% después de neoadyuvancia.
Las recidivas locales a 5 afios equivalen al 8.3%.
Para nuestra serie la tasa de sobrevida libre de
enfermedad a 5 afios en estadio Il es del 100%
y en estadio Ill es del 87.5%. Conclusién. Existe
un escaso numero de pacientes estudiadas, sin
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un seguimiento que avale el uso de la biopsia del
ganglio centinela después de neoadyuvancia, por
lo que actualmente sélo debiera realizarse con
fines de investigacion. Al comparar las técnicas
de hematoxilina y eosina, inmunohistoquimica y
molecular, comprobamos mayor sensibilidad en
la técnica molecular, lo cual permite disminuir los
falsos negativos y tener un mejor diagndstico de
las metéastasis en los ganglios centinela.

Palabra clave: Técnica del ganglio centinela,
carcinoma de mama avanzado, estudio molecular
RT-PCR.

ABSTRACT

Introduction. Since the role of sentinel node
biopsy after neoadjuvant chemotherapy is contro-
versial, the aim of our study was to analyze the
value of sentinel node detection in advanced breast
tumors that received neoadjuvant therapy. Techni-
cal study was done with hematoxylin/eosin stain,
immunohistochemistry and molecular polymerase
chain reaction (RT-PCR). Material and methods:
We studied 33 patients who received neoadjuvant
therapy and underwent sentinel node procedure.
After removing the node, it was sent to pathology
where it was evaluated; further fragments, using
between 25% and 50% of the lymph node, were
used for analysis at the molecular biology labora-
tory. Results: The sentinel nodes were studied with
hematoxylin and eosin, immunohistochemistry and
molecular techniques, finding an increase in sen-
sitivity with RT-PCR. They were negative in 45.1%
and lymphadenectomy tissue was negative in 61.3%
after neoadjuvant therapy. Local recurrences at 5
years are equivalent to 8.3%. For our series the
rate of disease-free survival at 5 years in stage Il is
100% and stage lll is 87.5%. Conclusion. Sentinel
node biopsy after neoadjuvant therapy for breast
cancer should only be a matter of research, since

the number of studied patients is small and there
have been no monitoring to endorse a wide use of
the procedure. When comparing hematoxylin/eosin,
immunohistochemistry and molecular techniques,
increased sensitivity was found with the molecular
one; RT-PCR can reduce false negative reports and
furnish a better diagnosis of sentinel node metastases.

Key words: Sentinel node technique, advanced
breast cancer, molecular study RT-PCR.

INTRODUCCION

Se considera como ganglio centinela (GC) el
primer ganglio que recibe el drenaje linfatico de una
region anatémica determinada. La deteccion de GC
negativo a metastasis en el cancer de mama sirve
para identificar a las pacientes que se beneficiaran
con la diseccién ganglionar axilar; por otro lado
permite adecuada estadificacién, sin necesidad
de efectuar una linfadenectomias completa con
el consiguiente beneficio en términos de menor
morbilidad. (1)

Sabemos que la linfadenectomia rutinaria en
etapas iniciales de cancer de mama sin ganglios
axilares palpables genera morbilidad hasta en
40% de los casos (2), sobre todo linfedema agudo
y cronico (3) y lesiones nerviosas, con aparicion
de parestesias y a veces afectacion del paquete
vasculonervioso del gran dorsal y es probablemen-
te un procedimiento innecesario en alrededor del
60% de las pacientes (4-5). En contraste, en los
tumores de mama avanzados la realizacion de las
linfadenectomias permite hacer una estadificacion
adecuada, ademas de ser un factor prondstico e
indicador de tratamiento.

Ante la falta de estudios prospectivos y alea-
torizados sobre distintos aspectos de la técnica del
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ganglio centinela, y debido a su amplia difusion y
aplicacion, ha sido necesario precisar una serie de
criterios de indicacion, aspectos técnicos especificos
y un proceso de validacion, que se han redactado
tanto en las recomendaciones de la American So-
ciety of Clinical Oncology (ASCO) (6) como en la
Conferencia Internacional de Consenso de Saint
Gallen (7).

Pese a los avances logrados, en el Instituto
Oncolégico Europeo de Milan (IEO) se enfatiza que
en cuanto al ganglio centinela aun falta mucho por
determinar. Existen todavia muchas situaciones en
las que tendra que comprobarse si el ganglio cen-
tinela es util. Lo que si es verdad es que en la lista
inicial de potenciales aplicaciones, cada vez hay
mas pacientes que dejan de estar en la columna
de las contraindicaciones. (8)

La exploracion intraoperatoria del ganglio cen-
tinela con métodos de anatomia patoldgica conven-
cional (hematoxilina y eosina) se presentd6 como
resultado de un desarrollo continuo del andlisis del
ganglio centinela y fue disefiada para aumentar los
beneficios de la paciente, convirtiendo a la cirugia
de un paso en una posibilidad real. Estos métodos
intraoperatorios como la citologia por impronta o
corte por congelacién, suelen carecer de cierta
falta de sensibilidad y no estan estandarizados,
lo que produce un numero considerable de falsos
negativos, de modo que un nimero significativo de
metastasis solo se detectan mas tarde mediante la
inmunohistoquimica. EI método molecular de RT-
PCR nos permite analizar todo el ganglio linfatico
y tomar una decisién final en el marco temporal de
la intervencion quirurgica. (9)

Con este estudio prospectivo estudiamos las
pacientes con carcinoma de mama avanzado que
recibieron neoadyuvancia, se les realizé mastecto-
mia radical modificada o cuadrantectomia mas va-

ciamiento ganglionar y técnica del ganglio centinela.
Los ganglios centinels fueron evaluados durante
el acto intraoperatorio con hematoxilina y eosina
(H&E), realizando improntas citolégicas y/o biopsia
por congelacion, también se les realizé la técnica
de inmunohistoquimica (IHC) para citoqueratina
AE1-AE3 segun los protocolos establecidos. Con
estas condiciones se realizé la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR)
en busca de metastasis.

PACIENTES Y METODO

Se estudiaron 31 pacientes diagnosticadas de
cancer de mama invasor. La clasificacion de las
pacientes se baso6 en el sistema TNM. El periodo
de estudio fue de mayo del 2005 a mayo del 2010.
Estas pacientes recibieron cirugia radical con buena
migracion del marcador durante la determinacion del
ganglio centinela. Este estudio fue validado por el
comité de ética e investigacion clinica del Hospital
Clinico San Carlos de Madrid, Espana (HCSC) y
aprobado por el Departamento de Anatomia Pa-
tolégica y Patologia Clinica de la Universidad del
Valle, en Cali, Colombia (UV).

Anatomia Patoloégica: Una vez los ganglios
centinelas eran recibidos en el laboratorio de Ana-
tomia Patoldgica se prepararon segun los proce-
dimientos estandares. Cada ganglio linfatico se
cortaba en dos o mas partes entre 1.5y 3mm. Los
fragmentos del ganglio centinela elegidos para
RT-PCR no podian haber sido usados en la biop-
sia por congelacion. Este ganglio era distribuido
segun el tamafio: un 50% a 75% para Anatomia
Patolégica y entre un 25% a 50% para la técnica
molecular, transportado en soluciéon de guanidina
(RNA STAT-60) al laboratorio de biologia molecular.
El fragmento o fragmentos del ganglio centinela
fueron fijados con formalina y posteriormente in-
cluidos en bloques de parafina. Una vez en estos
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bloques, se realizaron un minimo de 6 niveles por
bloque para coloracion de H&E y otros seis niveles
para realizar el estudio de IHC para citoqueratina
AE1-AE3 segun los protocolos. (Figura 1)

Figura 1. Se identifican células tumorales epiteliales,
inmuno-reactivas a CKAE1-AE3.

Las mamas estudiadas fueron revisadas por
dos patoélogos independientes (HCSC y UV) e
incluian variables como: tamano del tumor, tipo
histoldgico, presencia o ausencia del componente
intraductal, porcentaje sobre el total del tumor, gra-
do histoldgico y nuclear, estado de los margenes,
estado de la piel y musculos profundos, invasion
vascular y neural, niumero de ganglios linfaticos
de la linfadenectomia, técnica de IHC, receptores
hormonales, Ki67 y HER-2neu.

Molecular: La extraccién del RNAde cada una
de las muestras se realizé siguiendo las indicacio-
nes del Rneasy Mini Kit (Qiagen). Un volumen de
etanol al 70% era afadido al tejido y posteriormente
homogeneizado por medios mecénicos. La mezcla
es afnadida a una columna para centrifugar a 8.000 g
durante 30 segundos. El RNA queda adherido a
la membrana de la columna y es eluido en 50 pl
de agua libre de RNasas. La integridad del RNA
se comprobd en gel de agarosa en condiciones

desnaturalizantes al 1%. Solo las muestras que
presentaban las bandas 28S y 18S del RNA ribo-
sémico eran usadas en las técnicas de RT-PCR.
Para la determinacién de mamoglobina y CK-19 se
emplearon 5 ul de RNA.

Los primers empleados en la RT-PCR fueron:
Sense 5CAAACG GAT GAAACT CTG AGC AAT
GTT GAy AntiSense 5TCT GTG AGC CAAAGG
TCT TGC AGA en el caso de la mamoglobina Ay
Sense: 5AGA TGA GCA GGT CCG AGG TTAy
AntiSense 5’ CCT GATTCT GCC GCT CAC TAT CA
en la determinacion de la CK-19 (10). En la ampli-
ficacion se empled una concentracion final de 400
MM de ANTP y 0.6uM de cada uno de los primers.
Se realizé la retrotranscripcion y la amplificacion
en una sola reaccion. El analisis de los productos
amplificados se realizé en un gel de poliacrilamida
al 12 %.(Figura 2)

Figura 2. Amplificacion de la CK 19 y Mamoglobina A.

RESULTADOS

El promedio de edad de las pacientes variaba
desde 34 hasta 87 afios, con una media de 60.5
afos. El 9.6% (3 pacientes) tenian historia familiar
de cancer de mama y cinco (16%) tenian historia
familiar de otro tumor. El 9.6% de las pacientes ya
habian padecido de cancer de mama. El tamafio del
tumor fue de 2.1 a 3 cm en un 38.7% (12 pacien-
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tes), de 5.1 a 10 cm en un 29% (9 pacientes), en 6
pacientes el tumor media menosde 2cm (19.3%) y
de 3.1 hasta5 cmen el 13% (4 pacientes). E145.1%
(14 pacientes) se encontraban en estadio IIA con
compromiso ganglionar, 6 pacientes (19.3%) estaban
en estadio 1B, el 19.3% (6 pacientes) en estadio
1B, 4 pacientes (13%) estadios IlIAy una paciente
(3.2%) IlIC al momento de ser diagnosticadas.

El 100% de las pacientes recibié neoadyu-
vancia segun protocolos estandares. El promedio
de ganglios centinela extraidos fue en un 48.3%
(1 ganglio linfatico), 28.1% (2 ganglios linfaticos),
16.1% (3 ganglios linfaticos), 3.2% (4 ganglios
linfaticos) y 3.2% (5 ganglios linfaticos).

El estudio del ganglio centinela determiné
positividad con H&E de un 38.7% (12 pacientes),
por IHC de 41.9% (13 pacientes) y por RT-PCR
de 45.1% (14 pacientes) (Grafica I). Encontrando
micrometastasis (menores de 0.2 a 2 mm) en 8
pacientes (61.5%), mayores de 2 mm en 4 pacien-
tes (30.7%), una determinacion (7.7%) de células
tumorales aisladas (menor de 0.2mm) por IHC y
una mas por RT-PCR correspondiente al 7.7%.

Al examinar las linfadenectomias se extrajeron
en el 45.1% (14 pacientes) de 10 a15 ganglios
linfaticos, en el 25.8% (8 pacientes) 9 ganglios
linfaticos, en 6 pacientes (19.3%) de 16 a 20 gan-
glios linfaticos y en el 9.6% (3 pacientes) mas de 20
ganglios linfaticos. La positividad en las linfadenec-
tomias evaluadas con H&E determino 12 de ellas
(38.7%) con compromiso ganglionar, de estas, 8
presentaban micrometastasis (66.6%) y 4 (33.3%)
compromiso mayor de 2 mm. Siete pacientes te-
nian compromiso de un ganglio linfatico (58.3%),
tres pacientes compromiso de 2 ganglios linfaticos
(16.6%), una paciente 3 ganglios linfaticos (8.3%) y
una paciente 11 ganglios linfaticos comprometidos
en la linfadenectomia (8.3%). (Gréafica Il)

Grafica l. Determinacion de metastasis en los ganglios
centinela por hematoxilina y eosina, inmunohistoquimica
y reaccion en cadena de la polimerasa RT-PCR.
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Grafica Il. Linfadenectomias negativas (LFD-) y
positivas (LFD+) .Tamafio de las metastasis encontradas
en las de pacientes con cancer de mama avanzado y
tratamiento neoadyuvante.
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Dentro del grupo de las pacientes negativas
para el ganglio centinela encontramos 17 pacien-
tes (54.8%) con dos linfadenectomias positivas
correspondiente al 11.7%. La variedad histolégica
determinada fue 24 pacientes tipo carcinoma duc-
tal infiltrante (77.4%), 6 pacientes tipo carcinoma
lobulillar infiltrante (19.3%) y un caso de carcinoma
metaplasico atipico (3.2%). El grado histolégico
predominante fue de alto grado (grado Ill) en 16
pacientes (51.6%) y moderadamente diferenciado
(grado Il) en 15 pacientes (48.3%).
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Estudios de receptores estrogénicos mostra-
ron 17 pacientes positivas (54.8%) y 19 pacientes
negativas para progesterona (61.2%), el Ki67 en
21 pacientes (67.7%) se determind entre un 10
y 50% de proliferacion, el oncogen Her2neu fue
positivo en 10 pacientes (32.2%). Nueve pacientes
evaluadas de la serie fueron determinadas como
triple negativa (29%).

El 100% de las pacientes recibio tratamiento
postquirargico, de estas pacientes 7 han recidiva-
do en un lapso de tiempo que varia entre 15y 36
meses. Se encontro recidiva local en un 28.5% (2
pacientes) y en tejido 6seo 2 pacientes (28.5%),
seguido de pulmén, cerebro e higado, cada uno
con un 14.2% de frecuencia y correspondiente a
una paciente respectivamente.

Fallecieron 3 pacientes (9.6%), las cuales
recidivaron en un lapso de 24 a 31 meses, 1 con
recidiva local, 1 en cerebro y 1 pulmén. Dos pa-
cientes fallecieron por causa del cancer de mama
y una por problemas cardiovasculares. El tiempo
del diagnéstico de la recidiva a la muerte vario
entre 2 y 5 meses.

El periodo de seguimiento a 5 afios correspon-
de a 12 pacientes (38.7%), con 3 recidivas (25%)
y una muerte a causa del tumor (8.3%). Por 4
afnos se han seguido 8 pacientes (25.8%), con tres
recidivas (37.5%) y dos muertes, una por causa tu-
moral (12.5%)y no tumoral (12.5%). Seis pacientes
(19.3%) se han seguido por 3 afios, con presencia
de unarecidiva 6sea (16.6%). Tres pacientes (9.6%)
se han seguido por un afno y 2 pacientes se han
seguido por 5 meses (6.4%) sin recidiva tumoral.

DISCUSION

En nuestra serie el compromiso axilar se observa
relacionado directamente con edades mayores, me-

dia de 60.5 afos, con tipos histoldgicos de alto grado
(51.6%) y con el tamafio tumoral mayorde 2.1 a 10
cm en un 80.7%. Esto es similar a lo publicado por
Silverstein M en una revisién de 330 publicaciones
(Up to date 2004), donde la magnitud del riesgo
depende del grado histolégico, tamafo y edad.

La probabilidad de no tener metastasis axilares
en el cancer de mama localmente avanzado es de
alrededor del 25%. En nuestra serie encontramos
compromiso axilar en el 80.6% de los carcinomas
avanzados en el momento del diagnéstico clinico
0 por puncion guiada por ecografia.

Al observar los ganglios centinelas de las
pacientes con tumores avanzados posterior a la
neoadyuvancia, vemos que la presencia de posi-
tividad ganglionar en el total de la serie fue de un
45.1%, determinado por RT-PCR, la técnica con
mayor sensibilidad de las tres estudiadas. En el
estudio de MD Anderson entre un 25% a 33% de las
linfadenectomias axilares se hacian completamen-
te negativas post-quimioterapias neoadyuvantes.
Nosotros encontramos negatividad del 61.3% en
las linfadenectomias. En una revision Cochrane
de 2007 sobre quimioterapia preoperatoria en
mujeres con cancer de mama operable, analizando
los resultados de 14 estudios que agrupaban a un
total de 5500 mujeres, se observo que la tasa de
respuesta patologica completa (RpC) oscild entre
4,0%y 29,2%. con quimioterapia preoperatoria. (11)

Nuestra tasa de falsos negativos utilizando la
H&E, IHC y RT-PCR es de cero, gracias al incre-
mento de la sensibilidad por la técnica molecular.
En una revision de 11 estudios la tasa de falsos
negativos fluctio entre 0 y 33%. (12-13).

La efectividad de la biopsia del ganglio centinela
no ha sido probada en cancer de mama avanzado
porque aparentemente la quimioterapia no podria
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tener un efecto uniforme sobre las metastasis,
pudiendo causar desaparicion de algunas y no de
otras, por lo tanto puede existir la posibilidad de
quedar enfermedad residual con ganglio centinela
negativo (14). En nuestro estudio no es coincidente
la negatividad del ganglio centinela con la cadena
ganglionar en un 11.7%.

En sintesis, existe escaso numero de pacientes
estudiadas y no hay seguimiento de tales pacientes
que avale el uso de la biopsia del ganglio centine-
la después de neoadyuvancia y por el momento
debiera solo realizarse con fines de investigacion.

Las recidivas locales a 5 afios oscilan entre 4
a 10%; en nuestra serie la recidiva local en 5 afios
equivale al 8.3%. Las tasas de sobrevida en estadios
Il se encuentran entre 60-75% y estadio Ill de 30-
45%. Para nuestra serie la tasa de sobrevida libre
de enfermedad a 5 afios en estadio Il es del 100%
y en estadio lll es del 87.5% al realizar tratamiento
neoadyuvante, tumorectomia, linfadenectomias
axilar completa y tratamiento posquirargico estan-
darizado (15). Asi mismo, en la revision Cochrane
del 2007, se comparo la supervivencia general y
supervivencia libre de enfermedad entre las muje-
res con RpC y las mujeres que tenian enfermedad
residual en el examen patoldgico. En ambos aspec-
tos los datos son significativamente superiores en
pacientes con RpC. En esta revision se enfatiza la
importancia de incorporar la cirugia en el régimen
de tratamiento locorregional después de la admi-
nistracion de quimioterapia preoperatoria, incluso
cuando el tratamiento sistémico neoadyuvante haya
derivado en la completa desaparicion del tumor, ya
que se demuestra que la cirugia conservadora de la
mama después de la quimioterapia preoperatoria, se
acompana de disminucion de las tasas de recidiva
locorregional, si bien no se aprecia ningin aumento
en la supervivencia general y libre de enfermedad,
aunque el periodo de seguimiento de estos ensa-

yos de cancer de mama de estadio inicial todavia
pueden ser demasiado limitados para identificar
las diferencias en la supervivencia.

CONCLUSIONES

El nimero de pacientes estudiadas con biopsia
del ganglio centinela después de neoadyuvancia
es escaso y ademas no ha habido seguimiento de
tales pacientes para avalar el uso del procedimien-
to; por esto, dicha biopsia ganglionar debiera sélo
realizarse con fines de investigacion.

Al comparar la sensibilidad de los métodos de
deteccion de metastasis ganglionares con la H&E,
IHC y RT-PCR, comprobamos que la técnica mole-
cular es la mas sensible y esta protocolizada; con
los avances actuales esta siendo aplicada con el
nombre de técnica OSNA (One-Step Nucleic Acid
Amplification) y es utilizada en la practica diaria.

El tratamiento neoadyuvante, la tumorectomia,
la linfadenectomia y el tratamiento postquirdrgico
son fundamentales para incrementar la sobrevida
y el tiempo libre de enfermedad en el cancer de
mama avanzado.
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